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Bo¤a Spermatozoonlar›nda in vitro Kapasitasyon ve Fertilizasyon*
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Ankara Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Dölerme ve Sun'i Tohumlama Anabilim Dal›, 06110 D›ﬂkap›, Ankara - TÜRK‹YE

Geliﬂ Tarihi: 02.02.2000

Özet : Araﬂt›rmada iki farkl› kapasitasyon medium’unda tutularak in vitro kapasite edilen bo¤a spermatozoonlar›n›n in vitro mature
edilmiﬂ oositleri fertilize etme yetenekleri araﬂt›r›lm›ﬂt›r.
Mezbahadan sa¤lanan ovaryumlar 30-35ºC’ deki serum fizyolojik içinde laboratuvara getirilerek, 2-8 mm çap›ndaki antral
folliküllerden aspirasyon yöntemi ile kumulus oosit kompleksleri toplanm›ﬂt›r. Toplanan oositler de¤erlendirildikten sonra
maturasyon medium’una aktar›larak %5CO2 ve %95 nemli atmosferde 38,5ºC’de 24 saat inkubasyona al›nm›ﬂt›r. Bu süre sonunda
kumulus ekspansiyonu gösteren oositler olgunlaﬂm›ﬂ kabul edilerek fertilizasyon ortam›na al›nm›ﬂlard›r. Maturasyon medium’u olarak
%20 ECS, 10 IU/ml FSH, 10 IU/ml LH içeren Ham’s F-10 kullan›lm›ﬂt›r.
Olgunlaﬂm›ﬂ oositleri fertilize etmek amac›yla dondurulmuﬂ bo¤a spermas› kullan›lm›ﬂt›r. Motil spermatozoonlar›n kapasitasyonu
amac›yla 0,5 mM hipotaurin ve %25 follikül s›v›s› içeren mDM solusyonu kullan›lm›ﬂt›r. Hipotaurin için 7 saat, follikül s›v›s› için 4
saat inkubasyon uygulanm›ﬂt›r. Elde edilen sperma süspansiyonu, final konsantrasyon 1-3x106 spermatozoon/ml olacak ﬂekilde
oositlerin bulundu¤u ortama kat›lm›ﬂt›r. Oositler ve spermatozoa 18 saat inkubasyona b›rak›lm›ﬂt›r. Bu süre sonunda oositler fikse
edilmiﬂ ve boyanm›ﬂlard›r. Oosit sitoplazmas›nda diﬂi ve erkek pronukleuslar›n›n gözlenmesi ile fertilizasyon de¤erlendirilmiﬂtir.
Sonuç olarak, maturasyona b›rak›lan 878 oositten 385 tanesi (%43,84) mature olarak fertilizasyona al›nm›ﬂt›r. Fertilizasyon
sonucunda, hipotaurin ve follikül s›v›s› ile kapasite edilen spermatozoonlarda fertilizasyon oranlar› s›ras›yla %34,21 ve %29,23
olarak saptanm›ﬂt›r. Yap›lan istatistiki de¤erlendirmede her iki fertilizasyon oran› aras›ndaki fark p<0.01 düzeyinde önemli
bulunmuﬂtur.
Anahtar Sözcükler: Bo¤a,Spermatozoon, ‹n Vitro Kapasitasyon, ‹n Vitro Fertilizasyon

In vitro Capacitation and Fertilization of Bull Spermatozoa
Abstract : In this study, the fertilizing ability of in vitro capacitated bull spermatozoa in two different capacitation media
(Hypotaurine and Follicular Fluid) was investigated.
Ovaries were obtained from slaughterhouse and were transported to the laboratory in saline (0.9% NaCl) at 30-35ºC. Cumulus
oocyte complexes were collected from antral follicles of 2 to 8 mm in diameter. After collected oocytes were classified, they were
transferred to maturation medium. Oocytes were cultured for 24 hours in a 100 ml drops of maturation media overlaid with mineral
oil under 5% CO2, 95% humidity in air at 38.5ºC. At the end of this incubation, oocytes which displayed cumulus expansion were
considered as matured. Ham’s F-10 was used as the maturation medium containing 20% ECS, 10 IU/ml FSH, 10 IU/ml LH.
Cryopreserved bull semen was used for fertilization of in vitro matured oocytes. Motile spermatozoa were separated by the swimup technique. MDM solution containing 0.5 mM hypotaurine and 25% follicular fluid was used for the capacitation of separated
motile spermatozoa. Hypotaurine treated spermatozoa were incubated for 7 hours and follicular fluid treated spermatozoa were
incubated for 4 hours. At the end of these incubations, the obtained sperm suspension was added to fertilization medium. The final
concentration of sperm in the medium was 1-3x106 sperm/ml. Oocytes and sperm were cocultured for 18 h. At the end of this
culture period, oocytes were fixed and stained for evaluation of fertilization. Oocytes were considered to be fertilized when female
and male pronuclei were visible in the cytoplasm.
Finally, from 878 collected oocyes, 385 oocytes were matured (43.84%). Fertilization rates of capacitated spermatozoa with
hypotaurine and follicular fluid were 34.21% and 29.23% respectively. The difference between fertilization rates were found to be
significant (p<0.01).
Key Words: Bull, Spermatozoon, In Vitro Capacitation, In Vitro Fertilization

* Bu araﬂt›rma TÜB‹TAK (VHAG 1342) ve A. Ü. Araﬂt›rma Fonu (97.10.0007) taraf›ndan desteklenmiﬂtir.
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Giriﬂ
‹n vitro embriyo üretiminde özellikle spermatozoa
kapasitasyonu ve oosit maturasyonu in vitro
fertilizasyonda güçlüklere neden olan iki biyoteknolojik
basamakt›r.
Bütün memeli türlerinde spermatozoa diﬂi genital
kanal›nda ilk b›rak›ld›¤› anda ovumu fertilize etme
yetene¤inde de¤ildir. Bunun için fertilizasyona haz›rl›k
sürecinin baﬂlamas› gerekir. Bu süreç iki aﬂamada
incelenmektedir: Birinci aﬂama, baﬂlang›çta meydana
gelen membransel de¤iﬂiklikleri kapsar ki, bu olaylar ayn›
zamanda ikinci aﬂamay› baﬂlat›r. Bunlara s›ras›yla
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu ad› verilmektedir.
Diﬂi genital kanal›nda lokalize olan baz› maddelerin bu
olaylardan
sorumlu
oldu¤u
bilinmektedir.
Glukozaminoglikanlar, kondriotin sülfatlar, heparin
benzeri ve henüz tan›mlanmam›ﬂ baz› maddeler diﬂi
genital kanal›ndan izole edilmiﬂlerdir. Spermatozoa
kapasitasyonu, bu maddelerin etkisi ile spermatozoa
plazma membran›na ba¤lanm›ﬂ örtü antijenleri de denilen
glikoprotein do¤al› makromoleküller olan seminal plazma
komponentlerinin
spermatozoon
yüzeyinden
uzaklaﬂt›r›lmas› olarak tan›mlanabilir (1, 2).
Spermatozoa'n›n kapasitasyonu baﬂar›l› bir in vitro
fertilizasyon (IVF) olay›nda en büyük engellerden biri
olarak karﬂ›m›za ç›kmaktad›r. S›¤›rlarda yap›lan
çal›ﬂmalarda sperma bu amaçla hiperozmotik bir
medium’la muamele edilebilmektedir. Buna ek olarak
sperman›n glikozaminoglikanlar ile muamele edildikten
sonra oositlerle muamelesinin, fertilizasyon oranlar›n›
önemli ölçüde artt›rd›¤› bildirilmiﬂtir (3). Ayr›ca Guerin ve
Menezo, (4) taurine ve hipotaurin’in spermatozoa
canl›l›¤›n› ve kapasitasyonunu etkiledi¤ini ve antioksidan
olarak peroksidatif zararlara karﬂ› koruyucu etkisi
oldu¤unu bildirmiﬂlerdir. Baz› araﬂt›r›c›lar (5, 6) ise
hipotaurin, heparin ve epinefrini birlikte kullanarak
spermatozoa
motilitesini
ve
kapasitasyonunu
indüklemiﬂlerdir. Boatman ve ark. (7) da hipotaurinin
spermatozoa motilitesinin reaktivasyonunda etkili
oldu¤unu, ancak bunun epinefrin ve penisilamin ile
birlikte kullan›lmas› gerekti¤ini bildirmiﬂlerdir.
McNutt ve ark. (8) memeli spermatozoonlar›n›n
folliküler ve oviductal s›v› ile inkubasyonu sonucu,
spermatozoonlar›n motilitesinde ve tek yönlü hareket
biçiminde belirgin bir art›ﬂ oldu¤unu buna ek olarak
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunun indüklendi¤ini
bildirmiﬂlerdir.
350

Baﬂlang›çta yap›lan in vitro fertilizasyon çal›ﬂmalar›nda
spermatozoa kapasitasyon için in vivo olarak ovidukt yada
uterusta inkübasyona b›rak›l›rken ilk kez Ir›tani ve ark.
(9) kimyasal olarak belirli bir medium’da in vitro
kapasitasyon olay›n› gerçekleﬂtirmiﬂlerdir. Daha sonraki
araﬂt›rmalarda bo¤a spermatozoas›n›n kapasitasyonu
amac›yla tuzlu solusyonlar s›kl›kla kullan›lm›ﬂt›r. Özellikle
BSA destekli Tyrode’s Lactate (TALP), Modify Defined
Medium (mDM), Brackett-Oliphant medium (BO),
Biggers-Whitten-Whittingham medium (BWW), Krebs
Ringer bikarbonat medium (KRB) en çok kullan›lan
kapasitasyon ve fertilizasyon ortamlar›d›r. Bununla
birlikte bo¤a spermatozoas›nda kapasitasyonun
indüklenmesi amac›yla bu medium’lara heparin,
hipotaurin, follikül s›v›s›, oviduktal s›v›, Ca iyonu (A
23187) ve kafein gibi maddeler kat›lmaktad›r. Utsumi ve
ark. (10), Saeki ve ark. (11) 0,5mM hipotaurin ile 6-8
saat; Bavister ve ark. (12), Kato ve Iritani, (13), Parrish
ve ark. (14), Fukui ve ark. (15) 5-100 µg heparin ile 020 dakika; Aoyagi ve ark. (16) 0,1µM kalsiyum iyonoforu
A 23187 ile 30 saniye; Sanbuissho ve Threlfall (17, 18)
%25 follikül s›v›s› ile 4 saat inkubasyon sonras› bo¤a
spermatozoas›nda
kapasitasyonun
indüklendi¤ini
bildirmiﬂlerdir.
Miller ve Hunter, (19) yapt›klar› bir araﬂt›rmada
albumin, pyruvat ve laktat içeren modifye Tyrode’s
medium (TALP)’unda kapasitasyonu indüklemek için
100mg/ml condriotin sülfat kullanm›ﬂlar ve bu maddenin
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonuna etkili olmad›¤›n›
bildirmiﬂlerdir. Wheeler ve Seidel, (20) bo¤a
spermatozoas›n›n kapasitasyonu için lisofosfatidilserin
(LPS), lisofosfatidilkolin (LPC), lisofosfatidil etanolamin
(LPE), lisofosfatidilinositol (LPI) kullanm›ﬂlar ve 3 saatten
daha az bir sürenin kapasitasyon için yeterli oldu¤unu
maksimum oosit penetrasyonunun da LPE ile
gerçekleﬂti¤ini saptam›ﬂlard›r. Aoyagi ve ark. (16) ise
spermatozoa kapasitasyonu için sadece kafeinin yeterli
olmad›¤›n›, kafein ile birlikte Ca-iyonoforu kullan›lmas› ile
kapasitasyonun indüklendi¤ini bildirmiﬂlerdir.
IVF’ da bir di¤er önemli basamak in vitro oosit
maturasyonudur (IVM). Oosit maturasyonunda primer
oositlerin klasifikasyonlar› yap›ld›ktan sonra yap›s›nda
oositin
sitoplazmik
olgunlaﬂmas›n›
destekleyici
maddelerin, ayr›ca kromozomal olgunlaﬂman›n, yani
mayoz bölünmenin tamamlanabilmesi için gerekli
gonadotropinlerin bulundu¤u besi yerlerinin içine aktar›l›p
yaklaﬂ›k 24-26 saat %5 CO2 ve %95 nemli ortamda 3839ºC’ de kültüre edilmesi gerekmektedir. Kültür ortam›
olarak de¤iﬂik araﬂt›rmalarda farkl› vasatlar kullan›lm›ﬂt›r.
Özellikle TCM 199, Ham’s F-10, Ham’s F-12, BO
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Medium, m-199, SFRE 199-2, Waymouth’s medium gibi
kültür ortamlar› hormon (FSH, LH), serum (Oestrus cow
serum, Fetal calf serum), bikarbonat, pyruvat, laktat ve
antibiyotik ilaveleri yap›larak bir çok araﬂt›rmada
kullan›lm›ﬂt›r (3, 9, 11, 12, 14, 15, 21, 22, 23, 24).

Bu
çal›ﬂmada,
bo¤a
spermatozoonlar›n›n
kapasitasyonunda kullan›lan iki farkl› maddenin, in vitro
mature edilmiﬂ oositlerin fertilizasyonu üzerine etkileri
araﬂt›r›lm›ﬂt›r.

‹n vitro maturasyonu yap›lm›ﬂ oositlerin geliﬂme
performans›, genelde in vivo maturasyon geçirmiﬂ
oositlerden daha düﬂük olmaktad›r. Bu nedenle konu
üzerinde çal›ﬂmalar yap›lmaktad›r. Lu ve ark. (25)
östrustaki s›¤›r serumunun, Younis ve ark. (26) proöstrus
serumunun, de Fukushima ve Fukui (27), Saeki ve ark.
(28) hormonal deste¤in ve Leibfried ve ark. (29) granulosa
hücrelerinin in vitro maturasyona pozitif etki etti¤ini
aç›klamalar›ndan sonra, birçok maturasyon medium’u bu
çeﬂit maddelerle desteklenmiﬂtir. ‹n vitro mature edilmiﬂ
s›¤›r oositlerinin fertilizasyonu ilk olarak Iritani ve Niva
(30) taraf›ndan bildirilmiﬂtir. Daha sonra Brackett ve ark.
(31) IVM’ dan ilk buza¤›y› elde etmiﬂlerdir.

Materyal ve Metot

Saeki ve ark. (28) %10 FCS, 10 µg/ml LH ve 0,2
mg/ml estradiol ile desteklenmiﬂ TCM-199 ile mature
ettikleri oositleri, 0,5mM hipotaurin ile 7 saat kapasite
edilmiﬂ spermatozoa ile fertilize ettiklerinde fertilizasyon
sonras› 7. saatte diﬂi pronukleus formasyonlar›n›n
oluﬂtu¤unu, 9. saatte ise erkek ve diﬂi pronukleuslar›n›n
gözlenebildi¤ini bildirmiﬂlerdir.
Sanbuissho ve Threfall (18) farkl› miktar ve oranlarda
serum ve gonadotropin ilavelerinin in vitro maturasyon ve
fertilizasyon
üzerine
etkilerini
inceledikleri
araﬂt›rmalar›nda %10 ECS, 1mg/ml FSH ve 2 IU/ml hCG
destekli Ham’s F-10’un maturasyon ve fertilizasyonda
(%64, %31) en iyi sonuçlar› verdi¤ini saptam›ﬂlard›r.
Ayn› araﬂt›rmada fertilizasyon için gerekli olan
spermatozoa kapasitasyonunda %25 follikül s›v›s› içeren
Ham’s F-10 kullan›lm›ﬂt›r.
Bavister ve ark. (12) ve Papuççuo¤lu ve ark. (32) IVM
ve IVF’ un ucuz embriyo üretimine, nükleer transferlere
ve gen manuplasyonlar›na olanak sa¤lamas› gibi faydalar›
bulundu¤unu, ancak bunun yan›nda bu yöntemle morulablastosist aﬂamas›nda embriyo üretiminin çok de¤iﬂik
yöntemler denenmesine karﬂ›n düﬂük (%25-40)
oldu¤unu, maturasyon ve fertilizasyonda hala problemler
yaﬂand›¤›n› bildirmiﬂlerdir. Özellikle döllenmiﬂ oositlerin
büyük bir oran›n›n bölünme aﬂamas›nda bloke oldu¤una
ve pronukleus yada 2-4 hücreli dönemde kald›klar›na
de¤inmiﬂlerdir. Bu nedenle ayn› araﬂt›r›c›lar farkl›
maturasyon ve kültür ortamlar›n› denedikleri
araﬂt›rmalar›nda
defined
kültür
medium
formulasyonlar›n›n daha iyi sonuçlar verdi¤ini
bildirmiﬂlerdir.

Çal›ﬂmada materyal olarak, mezbahada kesilen de¤iﬂik
›rktan inek ve düvelerin ovaryumlar› kullan›lm›ﬂt›r.
Ovaryumlar ortalama 33°C (30-35)’ deki serum fizyolojik
ile 3 saat içinde laboratuvara getirilerek, ortamda bulunan
kan›n uzaklaﬂt›r›lmas› ve olas› kontaminasyonlar›n önüne
geçilmesi amac›yla ayn› s›cakl›ktaki serum fizyolojik ile
birkaç kez y›kanm›ﬂ ve bunu takiben oositlerin toplanmas›
aﬂamas›na
geçilmiﬂtir.
Spermatozoonlar›n
kapasitasyonunda iki farkl› kapasitasyon ortam›
haz›rlanm›ﬂ ve inkubasyon süreleri sonras›nda oositler ile
spermatozonlar birlikte in vitro fertilizasyon ortam›na
al›nm›ﬂt›r.
Oositlerin
Toplanmas›
ve
Maturasyonu:
Laboratuvara getirilen ovaryumlar›n yüzeyinde bulunan,
sa¤l›kl› görünümdeki (çeperi ince, damarlanmas› normal,
hemorajik olmayan, ﬂeffaf) 2-8 mm çaptaki antral
folliküllerden 18 G i¤ne ve 10 ml’lik enjektör yard›m›yla
aspirasyon yap›larak al›nan oositler %1 ECS (Oestrus
Cow Serum), 3mg/ml BSA (Sigma, A-9418) içeren PBS
(Sigma, D-5773) ile y›kanm›ﬂlard›r. Elde edilen y›kant›
6’l›k plastik petri içerisinde toplanarak stereo mikroskop
alt›nda incelenmeye al›nm›ﬂt›r.
Ovaryumlardan elde edilen y›kant›lardan oositlerin
seçimi s›ras›nda vitelluslar› homojen görünümde, etraf›
s›k› bir ﬂekilde en az 3-4 kat kumulus hücre s›ras› ile
sar›lm›ﬂ olan kumulus oosit kompleksleri (COCs, primer
oosit) seçilmiﬂ (ﬁekil 1) ve y›kand›ktan sonra maturasyon
medium’una aktar›lm›ﬂlard›r. Maturasyon medium’u
olarak 0,1 mg/ml FSH, 0,1 mg/ml LH, %20 ECS, 0,0050
g Na-pyruvat ve antibiyotik (penisilin 100 IU/µl, 100
mg/ml streptomisin, Sigma, P-0906) içeren Ham’s F-10
(Sigma, N-6635) medium’u kullan›lm›ﬂt›r.
Oositlerin maturasyonunda mikrodamla yöntemi
kullan›lm›ﬂt›r. Haz›rlanan medium 6’l›k plastik petri içine
100 ml’lik damlalar halinde konarak, her 100 ml’ lik
damlaya 10-20 oosit transfer edilmiﬂtir. Daha sonra
üzeri mineral ya¤ ile ötülerek %5 CO2 ve %95 nem içeren
ortamda 38,5ºC’de 24 saat inkubasyona al›nm›ﬂt›r.
‹nkubasyon sonras› kumulus ekspansiyonu gösteren
oositler olgunlaﬂm›ﬂ olarak kabul edilerek fertilizasyon
aﬂamas›na al›nm›ﬂlard›r (ﬁekil 2).
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ﬁekil 1.

Toplanan oositlerde de¤erlendirilen kumulus oosit
kompleksleri (x100) .

Spermatozoa Kapasitasyonu: Olgunlaﬂm›ﬂ oositlerin
fertilizasyonunda 0,25 ml’lik payetlerde dondurulmuﬂ
bo¤a spermas›, 37ºC’ deki su banyosunda 20 saniyede
çözülmüﬂ, hiperaktif motil spermatozoonlar›n elde
edilebilmesi için iki farkl› kapasitasyon medium’ndan
yararlan›lm›ﬂt›r. Kapasitasyon amac›yla Modify Defined
Medium (3,275g NaCl, 0,1500g KCl, 0,1650g
CaCl2.2H2O,
0,0530g
MgCl2.6H2O,
0,0565g
NaH2PO4.H2O, 0,0154g Penicillin G ve add. 500ml
Isotonic Acidic Saline) kullan›lm›ﬂt›r.
Spermatozoonlar›n Hipotaurin ile Kapasitasyonu:
Kapasitasyon amac› ile 0,25 µl’ lik payette dondurulmuﬂ
sperma çözüldükten sonra 200 ml’ lik hacimler halinde
0,5 mM hipotaurin (SIGMA, H-1384) içeren 1,5 ml
Modify Defined Medium (mDM) solusyonu içine otomatik
pipet yard›m›yla tabakaland›r›larak 45 derecelik e¤imle,
%5 CO2 ve %95 nemli atmosferde, 38.5ºC’de 7 saat
inkubasyona b›rak›lm›ﬂt›r.
Spermatozoonlar›n
Folliküler
S›v›
ile
Kapasitasyonu:
Bo¤a
spermatozoonlar›n›n
kapasitasyonu amac› iIe kullan›lacak olan folliküler s›v›,
yeterli büyüktükteki (çaplar› 15 mm’ den daha büyük)
folliküllerden aspirasyon yoluyla elde edilmiﬂtir. Bu s›v›,
hücre döküntülerinin elimine edilmesi amac›yla 30 dakika
süreyle 3000 devirde santrifüj edilmiﬂ ve santrifüj
sonunda tüpün üstünde kalan k›s›m 0,20 mm’ lik
filtrelerden geçirilerek kullan›l›ncaya kadar -20°C’ de
saklanm›ﬂt›r; kullan›mdan önce 56 °C’ deki su banyosunda
30 dk tutularak inaktive edilmiﬂtir.
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ﬁekil 2.

Oositlerde maturasyon sonras› kumulus ekspansiyonu,
(x100).

Kapasitasyon amac› ile 0,25 ml’lik payette
dondurulmuﬂ sperma çözündükten sonra 200 µl’lik
hacimler halinde %25 follikül s›v›s› içeren 1,5 ml mDM
solusyonu
içine
otomatik
pipet
yard›m›yla
tabakaland›r›larak 45 derecelik e¤imle, %5 CO2 ve %95
nemli atmosferde, 38.5ºC’de 4 saat inkubasyona
b›rak›lm›ﬂt›r.
Her iki kapasitasyon ortam›na da özel inkübatöre
konmadan önce 3 mg/ml s›¤›r serum albumini (BSA) ilave
edilmiﬂtir. Her iki kapasitasyon yönteminde de swim-up
tekni¤i uygulanarak spermada bulunan motil
spermatozoonlar›n elde edilmesi ile birlikte kapasitasyon
iﬂlemi gerçekleﬂtirilmiﬂtir.
Oositlerin In Vitro Fertilizasyonu: Fertilizasyon
medium’u olarak kapasitasyon amac›yla mDM solusyonu
kullan›lm›ﬂt›r. Oositler 97 µl’lik damlalar halinde
haz›rlanm›ﬂ fertilizasyon medium’una aktar›ld›ktan sonra
üzerlerine, sonuç konsantrasyonu 1-3x106/ml olacak
ﬂekilde swim-up yöntemi ile haz›rlanm›ﬂ ve kapasitasyona
al›nm›ﬂ 3µl sperma kat›lm›ﬂt›r. Oosit ve spermatozoonlar
fertilizasyon medium’unda, üzerleri mineral ya¤ ile
örtülerek %5 CO2 ve %95 nemli atmosferde, 38,50C’de
18 saat süreyle inkubasyona al›nm›ﬂt›r.‹nkubasyon
sonunda serumsuz Ham’s F-10 içinde kültüre edilerek
bölünmeleri izlenmiﬂtir. Ancak, bölünmelerin bloke olmas›
nedeniyle oositler bu 18 saatlik süre sonunda al›narak
fikse edilmiﬂ ve pronukleus formasyonlar› izlenmiﬂtir
(ﬁekil 3-6).
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ﬁekil 3.

Fertilizasyon sonras› diﬂi ve erkek pronukleus formasyonu,
(x200).

ﬁekil 4.

Diﬂi ve erkek pronukleuslar›n›n kaynaﬂmas›, (x200).

ﬁekil 5.

‹ki blastomerli embriyo, (x200).

ﬁekil 6.

Dört blastomerli embriyo, (x200).

‹nkubasyon sonunda oositler bir pastör pipeti
yard›m›yla pipete edilerek kumulus hücrelerinden
ayr›lm›ﬂt›r. Daha sonra %0,7‘lik KCl içinde bir lam
üzerine toplanarak üzeri lamelle kapat›lm›ﬂ (lamelin lama
yap›ﬂmas› için eritilmiﬂ 1:1 oran›nda vazelin-parafin
kar›ﬂ›m› kullan›lm›ﬂt›r) ve 1:3 oran›nda asetik asit / etil
alkol ortam›nda 24 saat fiksasyona al›nm›ﬂt›r. Daha sonra
lamlar, fiksativden al›narak kurutulmuﬂ ve bir pastör
pipeti yard›m›yla %1’ lik aseto-orcein ile 5 dakika
boyanm›ﬂlard›r. Boyama sonras› haz›rlanan preparat
pronukleus formasyonlar›n›n gözlenmesi amac›yla
bekletilmeden phase-contrast mikroskopta incelemeye
al›nm›ﬂt›r.

Bulgular
Araﬂt›rmada, mezbahada kesilen inek ve düvelerden
toplam 336 ovaryum toplanm›ﬂ ve bunlardan normal

görünümlü, kistik yap›da olmayan, normal folliküllere
sahip ovaryumlar kullan›lm›ﬂt›r. Seçilen ovaryumlardan
toplam 1612 oosit aspire edilmiﬂtir. Bu oositlerden
sa¤l›kl› görünümdeki, sitoplazmas›nda granülleﬂme
olmayan, kompakt yap›da ve en az 3-4 s›ra kumulus
hücresine sahip olan 878 tanesi maturasyon ortam›na
aktar›lm›ﬂt›r. Maturasyon amac›yla yap›lan 24 saatlik
inkubasyon sonras›nda 385 tanesi, kumulus ekspansiyonu
göstererek mature olmuﬂtur. Maturasyon oran› %43,85
olarak saptanm›ﬂt›r. Mature olan oositlerden 190 tanesi,
hipotaurin ile kapasitasyonu indüklenmiﬂ spermatozoa ile
fertilizasyona al›nm›ﬂ ve 65 oosit pronukleus formasyonu
göstermiﬂtir. Mature olan oositlerden 195 tanesi ise,
follikül s›v›s› ile kapasitasyonu indüklenmiﬂ spermatozoa
ile fertilizasyona al›nm›ﬂ ve 57 oosit pronukleus
formasyonu göstermiﬂtir. Buna göre fertilizasyon oran›,
hipotaurin ile %34,21, follikül s›v›s› ile %29,23 olarak
saptanm›ﬂt›r. Araﬂt›rma sonunda elde edilen toplam
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kabul edilerek fertilizasyona al›nm›ﬂt›r. Maturasyon
iﬂleminden sonra oositler iki gruba ayr›larak 1. Grup,
hipotaurin ile kapasite edilmiﬂ spermatozoonlarla 2. Grup
ise, follikül s›v›s› ile kapasite edilmiﬂ spermatozoonlarla in
vitro fertilizasyona al›nm›ﬂt›r. Fertilizasyon sonras› 18.
saatte yap›lan fikzasyon ve boyama iﬂleminden sonra
oositlerdeki pronukleus formasyonlar› ile fertilizasyon
de¤erlendirmesi yap›lm›ﬂt›r. Buna göre fertilizasyon
oranlar› s›ras›yla %34,21 ve %29,23 olarak
saptanm›ﬂt›r.

fertilizasyon oran› ise %31,72 olmuﬂtur. Yap›lan
istatistiki de¤erlendirmede fertilizasyon oranlar›
aras›ndaki fark p<0.01 düzeyinde önemli bulunmuﬂtur
(Tablo 1-2).

Tart›ﬂma
‹n vitro kapasitasyon yöntemlerinin fertilizasyon
oran›na etkisini araﬂt›rmak amac›yla yap›lan bu çal›ﬂmada
toplam 878 adet oosit, olgunlaﬂma iﬂlemine tabi
tutulmuﬂtur. Bunlardan 493 tanesi (%56,15) olgunlaﬂma
döneminde dejenere olmuﬂtur. Kumulus ekspansiyonu
geçiren 385 oosit (%43,85) ise, olgunlaﬂm›ﬂ olduklar›
Tablo 1.

Araﬂt›rmada elde edilen maturasyon oran›na
bak›ld›¤›nda olgunlaﬂma aﬂamas›nda bir tak›m
problemlerin olabilece¤i düﬂünülmektedir. Çünkü, kaynak

‹n vitro fertilizasyon için toplanan, de¤erlendirilen, mature edilen ve fertilize olan oosit bulgular›.
Fertilizasyona
Al›nan Oosit (n)

No.

Ovaryum Toplanan
Say›s›
Oosit
(n)
(n)

De¤erlendirilen
Oosit
(n)
%

Mature olan
Oosit
(n)
%

Fertilize Olan Oosit
Hipotaurin

Hipotaurine

Follikül
S›v›s›

Follikül S›v›s›

(n)

%

(n)

%

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

37
35
30
30
28
34
42
22
14
12
6
10
10
14
12

141
126
110
105
106
139
187
105
96
78
60
75
86
102
96

60
56
75
50
77
49
81
90
76
48
45
40
35
46
50

42,5
44,4
68,1
47,6
72,6
35,2
43,3
85,7
79,1
61,5
75,0
53,3
40,6
45,0
52,0

19
16
21
9
28
22
41
44
35
31
20
14
23
22
40

31,6
28,5
28,0
18,0
36,3
44,8
50,6
48,8
46,0
64,5
44,4
35,0
65,7
47,8
80,0

10
8
11
4
13
12
20
22
15
15
10
7
11
12
20

9
8
10
5
15
10
21
22
20
16
10
7
12
10
20

1
2
2
3
8
10
7
8
4
2
2
5
11

10,0
18,1
15,3
25,0
40,0
45,4
46,6
53,3
40,0
28,5
18,2
41,6
55,0

1
1
6
4
5
8
6
7
3
3
2
2
9

12,5
20,0
40,0
40,0
23,8
36,3
30,0
43,7
30,0
42,8
16,6
20,0
45,0

Toplam

336

1612

878

54,4

385

43,8

190

195

65

34,2

57

29,2

Tablo 2.

Hipotaurin ve follikül s›v›s› ile kapasite edilen dondurulmuﬂ bo¤a spermatozoonlar›ndan elde edilen fertilizasyon bulgular›.
Fertilizasyona
Al›nan Oosit (n)

Toplanan
Oosit
(n)
1612
*p<0.01

354

De¤erlendirilen
Oosit
(n)
%

Dejenere Olan
Oosit
(n)
%

Mature olan
Oosit
(n)
%

878

493

385

54,46

56,15

43,85

Fertilize Olan Oosit *
Hipotaurin

Hipotaurin

190

Follikül S›v›s›

Follikü
S›v›s›

(n)

%

(n)

%

195

65

34,21

57

29,23
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taramalar›nda son zamanlarda yap›lan benzer
çal›ﬂmalarda (12) maturasyon oranlar› %70-90 aras›nda
bildirilmektedir. Sonuçlar›n düﬂük olmas›nda etkili olan
faktörler aras›nda yöntemin ilk kez uygulan›yor olmas› ve
manuplasyon güçlü¤ü düﬂünülebilir. Nitekim Tablo 1’ den
de izlenebilece¤i gibi maturasyon ve fertilizasyon
iﬂlemlerinin ilk örneklerinde çok düﬂük olan fertilizasyon
oranlar›, sonraki örneklerde yükselmektedir.
Araﬂt›rmada
kullan›lan
yöntemin
benzer
araﬂt›rmalarda da (18, 28) kullan›lmas› yöntem hatas›
bulunmad›¤›n› ancak, mezbahadan toplanan biyolojik
materyalin (ovaryum) kökeninin ve inek materyalinin
beslenme koﬂullar›n›n da bu baﬂar›s›zl›kta etkin
olabilece¤ini düﬂündürmüﬂtür. Özellikle kesime giden
hayvanlar›n ço¤unun infertil olmas›, araﬂt›rmada elde
edilen sonuçlara etki etmiﬂ olabilir. Benzer olarak s›¤›r
›rklar›n›n IVM ve IVF uygulamalar›nda etkin oldu¤unu
belirten Armas ve ark. (33) holstein ›rk› ile zebu s›¤›rlar›n›
ve bunlar›n F1 melezlerini araﬂt›rmalar›nda kullanm›ﬂlar
ve sonuç olarak F1 melezlerin transfer edilebilir embriyo
elde edilebilmesi için daha iyi sonuçlar verdi¤ini
bildirmiﬂlerdir.
Çal›ﬂmada elde edilen fertilizasyon oranlar› da, yine
olgunlaﬂma oranlar›na paralel olarak oldukça düﬂük
sevilerde kalm›ﬂt›r. Oysa ki, benzer hatta baz›lar›nda
ayn› yöntem kullan›larak yap›lm›ﬂ çal›ﬂmalarda (12, 14,
21, 28, 34) bu oranlar yine %60-85 gibi oldukça
yüksek seviyelerde bildirilmiﬂtir. Kimi araﬂt›r›c›lar (21)
fertilizasyondaki baﬂar›y›, oositlerin olgunlaﬂmalar›
s›ras›nda bulunduklar› ortam›n kombinasyonunun
etkiledi¤ini bildirirlerken, kimileri de (35) direkt olarak
bo¤a faktörü, fertilizasyon medium’u ve atmosfer yap›s›
gibi faktörlere ba¤lam›ﬂlard›r. Baz› araﬂt›r›c›lar (36) ise
spermatozoa kapasitasyonunun ve kullan›lan yöntemin
oosit fertilizasyonunu etkiledi¤ini bildirmiﬂlerdir. Yap›lan
araﬂt›rmada,
fertilizasyona
al›nan
oositler,
fertilizasyondan sonra bölünmelerinin izlenmesi amac›yla
kültüre edilmiﬂlerdir. Ancak, oositlerin pronukleus
aﬂamas›ndan sonraki bölünme aﬂamalar›nda bloke oldu¤u
gözlenmiﬂ ve fertilize olan oositlerin büyük bir oranda
pronukleus aﬂamas›nda kald›klar›, bölünmedikleri
saptanm›ﬂt›r. Bu nedenle oositler fertilizasyon sonras› 18.
saatte fikse edilerek, fertilize olan oositlerin tümünün
de¤erlendirilmesi gerçekleﬂtirilmiﬂtir. Elde edilen bu
veriler do¤rultusunda Bavister ve ark. (12) IVF’ da en
büyük problemin, bölünmelerin bloke olmas› ve
embriyolar›n morula-blastosist aﬂamalar›na ulaﬂma
oran›n›n %25-40’larda kalmas› oldu¤unu bildirmiﬂlerdir.
Fertilizasyon oranlar›na yine manuplasyon ve ortam›n
etkisi de gözard› edilmemelidir.

‹n vitro olgunlaﬂt›r›lan oositlerin fertilizasyonu için
dondurulmuﬂ ve çözünmüﬂ sperma kullan›m› en yayg›n
olan›d›r. Çözünen sperma swim-up, swim-down, glas
wool filtrasyon, transmigrasyon gibi yöntemlerle
ayr›ﬂt›r›larak sadece motil olanlar fertilizasyonda
kullan›labilece¤i gibi sperman›n ayr›ﬂt›r›lmas›nda percollgradient (37) yönteminden de yararlan›labilmektedir.
Spermada motil olanlar›n separasyonu ve kapasitasyon
amac›yla, araﬂt›r›c›lar (21, 38, 39, 40, 41) BSA destekli
Tyrode’s Lactate (TALP), Modify Defined Medium (mDM),
Brackett-Oliphant medium (BO), Biggers-WhittenWhittingham medium (BWW), Krebs Ringer bikarbonat
medium (KRB) ve TEST-yolk gibi mediumlar
kullanm›ﬂlard›r. Ancak, spermatozoonlar›n kapasitasyonu
ve fertilizasyon yetene¤i kazanabilmeleri için bu
medium’lara heparin, hipotaurin, follikül s›v›s›, Ca iyonu
gibi maddelerin ilave edilmesi gerekmektedir.
Araﬂt›rmada, Hipotaurin ile kapasite edilmiﬂ
spermatozoonlarda fertilizasyon oran›n›n follikül s›v›s›na
oranla daha yüksek oldu¤u ancak, inkubasyon süresinin
uzunlu¤unun dezavantaj oluﬂturdu¤u gözlenmiﬂtir.
Follikül s›v›s› ile kapasite edilen spermatozoada ise
inkubasyon süresi daha k›sa (4 saat) olmas›na ra¤men
fertilizasyon oran› daha düﬂük saptanm›ﬂt›r. Ayr›ca follikül
s›v›s›n›n yap›ﬂmalara neden olmas› ve filtrasyon zorlu¤u
hipotaurin’i daha avantajl› hale getirmektedir. Bununla
birlikte hipotaurin ve follikül s›v›s› birçok araﬂt›rmada
antioksidan ve kapasitasyon amac›yla, kapasitasyon,
maturasyon ve fertilizasyon aﬂamalar›nda kullan›lm›ﬂt›r
(4, 8, 41, 42).
Ball ve ark. (43) hipotaurin ve epinefrinin fertilizasyon
kalitesini art›rd›¤›n› (p<0.05), oositlerin ço¤unda diﬂi ve
erkek pronukleuslar›n›n gözlendi¤ini ve Ca iyonu ile
preinkubasyona gerek olmad›¤›n› bildirmiﬂlerdir.
Mc Nutt ve Killian (42) kapasitasyon amac›yla
folliküler ve oviduktal s›v› kulland›klar› araﬂt›rmalar›nda
her iki biyolojik s›v›n›n %20’nin üzerindeki oranlarda, 4
saat içinde kapasitasyonu indüklediklerini bildirmiﬂlerdir.
Bunun yan›nda folliküler s›v›n›n %40’›n üzerinde
kullan›lmas› ile akrozom reaksiyonunun gerçekleﬂti¤ini
saptam›ﬂlard›r. Iqbal ve Hunter (44) ise spermatozoa
hareket özellikleri, hiperaktivasyon ve akrozomal
bütünlük yönünden folliküler s›v› ile heparini
karﬂ›laﬂt›rm›ﬂlar ve aralar›nda bu özellikler yönünden
herhangi bir farkl›l›k gözlenmedi¤ini tesbit etmiﬂlerdir.
Sanbuissho ve Threlfall, (17) ayn› yöntemi
uygulad›klar› araﬂt›rmalar›nda farkl› olarak oosit
maturasyonu amac›yla östrustaki s›¤›r serumu ile
desteklenmiﬂ Ham’s F-10 kullanm›ﬂlar ve mature olan
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oositleri follikül s›v›s› ile 4 saat kapasite ettikleri
spermatozoa ile %33,9 fertilizasyon oran›na ulaﬂt›klar›n›
bildirmiﬂlerdir. Bu sonucun, bu araﬂt›rmada follikül s›v›s›
ile elde edilen fertilizasyon oran›na yak›n oldu¤u
gözlenmektedir. Buna karﬂ›l›k Utsumi ve ark. (10)
hormon, FCS ve pyruvat destekli TCM-199 ile mature
ettikleri oositleri 0.05mM hipotaurin ile 6-8 saat kapasite
ettikleri spermatozoa ile fertilize etmiﬂler ve maturasyon
oran›n› %91, fertilizasyon oran›n› % 63 olarak tesbit
etmiﬂlerdir. Bu sonuç, bu araﬂt›rmada elde edilen
fertilizasyon oran›na göre oldukça yüksek bulunmuﬂtur.
Buna benzer olarak Saeki ve ark. (11) da yapt›klar›
benzer bir çal›ﬂmada %80 fertilizasyon oran›
bildirmiﬂlerdir.
Çal›ﬂmada elde edilen de¤erler ile literatür kaynaklar›
aras›nda ﬂekillenen bu farkl›l›klar (in vitro maturasyon,
kapasitasyon ve fertilizasyon) kullan›lan yöntem, çevre
koﬂullar› ve laboratuvar ortam›, kullan›lan kimyasal ve
biyolojik maddelerin farkl›l›¤›ndan oluﬂabilece¤i gibi,
mezbahadan elde edilen biyolojik materyalin farkl›l›¤›na,
bu materyalin kesim öncesi bar›nma, beslenme ve sa¤l›k
koﬂullar›na da ba¤lanabilir. Bütün bunlar›n yan› s›ra
çal›ﬂmada kullan›lan medium (Ham’s F-10), hormon
(FSH, LH) ve so¤ukta saklanmas› gereken maddelerin
(BSA) sat›n alma öncesi depolama koﬂullar›n›n tam olarak
sa¤lan›p sa¤lanamad›¤› da oldukça önemlidir. Çünkü bu
maddelerin kullan›labilirli¤i araﬂt›rma sonuçlar›n›
do¤rudan etkilemektedir.
Her iki kapasitasyon yöntemiyle spermatozoonlar›n
kapasitasyon oranlar›n›n sadece fertilize olan oositlerin
oran›yla karﬂ›laﬂt›r›lmas› da, dikkate al›nmas› gereken bir

durumdur. Bu nedenle spermatozoa kapasitasyonunu
ortaya koyan baﬂka yöntemlerin de denenmesi
düﬂünülmelidir.
Günümüzde hayvan ›slah›n› h›zland›rmak amac› ile
biyoteknolojik uygulamalar içinde son y›llarda oldukça
büyük geliﬂme gösteren bu teknik, embriyo transfer
çal›ﬂmalar›ndaki vericilere ve süperovulasyon gibi pahal›
uygulamalara ba¤›ml›l›¤› ortadan kald›rabilecek, ayr›ca
zorunlu kesimler nedeniyle oluﬂan ekonomik kay›plar,
kazan›lan embriyolar sayesinde azalt›lm›ﬂ olacakt›r.
Yöntemin etkinli¤inin artt›r›lmas› ile embriyolar ucuz ve
kolay ﬂekilde üretilerek cerrahi olmayan tekniklerle çok
say›da hayvana transfer edilebilebilecektir. Bunun
ötesinde IVM / IVF ile elde edilen embriyolar, nükleer
transfer ve gen manüplasyonlar› için de baﬂlang›ç
materyali oluﬂturmaktad›r. Bu tür bilimsel çal›ﬂmalarda
kullan›lacak oosit ve embriyo say›s›n›n fazla olmas›
gerekti¤inden, bu teknik ile çok say›da embriyonun bir
anda incelenebilmesi sa¤lanarak bilime de bir zenginlik
kazand›r›lacakt›r (45). Genetik ilerleme için büyük bir
potansiyel oluﬂturmas›, transgenik hayvan üretimi ve
bunun sonucunda hastal›klara dirençli sürülerin
oluﬂturulmas›, embriyo ço¤alt›lmas› yoluyla, tek bir
embriyodan birden fazla ve yüksek verimli identik
yavrular›n elde edilebilmesi ve bunlar›n transferi için de in
vitro embriyo üretimi zorunlu görülmektedir.
Bu amaçla yap›lan araﬂt›rmada IVM ve IVF’ nin önemli
bir aﬂamas› olan in vitro spermatozoa kapasitasyonunda
de¤iﬂik kapasitörlerin fertilizasyona etkileri araﬂt›r›lm›ﬂ ve
hipotaurinin follikül s›v›s›na oranla daha iyi sonuçlar
verdi¤i gözlenmiﬂtir.
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